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Human cytogenetics is the discipline that 15 directed towards the study of human 
chromosomes at the microscopic level. During cell divisian the DNA present in the 
nucleus of the cell is packaged in chswmosomes which can be individually identified. 
After treatment with ttypsin and staining with Giemsa ]the chomosones display a so 
celled GTC-banding pattern. This technique allows to distinguish 350-550 bands in a 
haploid set ofchromosomes. The banding partern is characteristic for each pair of 
ehr~mosoimes and thus allows the detection of aberrant ch~amosomes. Chromosome 
aberraticms may be numerical (a number other than 46) or struc-hilral. II-I the group of 
structural aberrations that can be diagnosed, chrtromosomal material may be lost 
(deletion) or may be present mice (duplication). Furthermore, a part of a chromosome 
can be ilrrvertcd within that chromosome (inversion) and chromosome parts can be 
exchanged berween two or more chsomosames (translocation). 
In the past 15 years fluorescence h sStu hybridization (FISH) hias become increas~ngly 
nnporlant in human cytogenetics. This technique can provide ~nfonnation about the 
presence and expression of specific DNA sequences in dividing and non-dividing celis. 
For FISI I, a probe (a sl~art DNA sequence) is labelled with a reporter molecule. This 
probe is hybridized with cellular DNA and binds with the complementary sequence 
within that DNA (hybridization), The hybridization site is visualized with a fluorescent 
molecule coupled with an antibody directed against the reportier molecule. 
Despite GTG-bandiiig and FISH there still exist chromosome aberrations that cannot 
be characterized completely. Micro-FISH is a technique that solves this problem. 
Mncroclissection combined with FISH (micro-FISH) comprises 4 different steps: (1) 
dissection of a (part ofa) chromosome with microneedles, (2) amplification of the 
chromosomal! material using the polymerase chain reaction (PCR), (3) labeling of the 
PCR product with a reporter molecule, and last (4) hybridization of the DNA on a 
normal melaphase and immunological detection. This procedure results in a fluores- 
cent spot on the homologous chrarnosornes in the metaphase fiom which the dissected 
nraderlal orib" ~la.rates. 
l n  chapter I ,  the dcvelnpment and the current status of micro-FISH, and ~ t s  applica- 
tions i n  lalolcc~rlar genetics and clin~cill cytogenetics are discussed. In chapter 2. a 
s~nzple arrd efficient method ffor miicrodissec~ioru atad DNA amplification is described. 
111 chapter 3, micro-FISH was used to disclose the chromosomal origin of three marker: 
chramosorncs and Ohc results were confina~ed with chromosome painting. Chapter 4 
reporls on the application of micro-FtSH to characterize a complex chromosome 
translocation. FlSH with chromosome specific paints showed that at least four break- 
pnirzts were involved in this chaornosame rearrangement, with micro-FISH a fiAh 
breakpoint was dctecred which was characterized hirrther with band-specific probes. 
Chapter 5 describes the application of micro-FISH for the detection of chromosomal 
deletions and the dellincation of deletions in aberaant chaon~osomes. In chapter 6 the 
stltidy of deletion detection was extended, a deleted region was characterized further 
with band-spcci fie probes and the patient's phenotype is compared with other patients 
reported in the literature. Chapter 7 describes the application of a band-specific paint, 
generated by niicrodissectian and subsequent DQP-PCR a~nplification, for the eharac- 
tenzat~on o f a  inlmchromosomal duplication. F u ~ l ~ e m o r e  th ~Y~niesrl picuh~re of the 
patient was compared with other patients reported in the literature wit11 a duplication of 
chromosome region 15qll -qlll. Chapter 8 contains a general dis~ussion with conclu- 
sions and future perspectives. 
In clinjcal cytogenetics, micro-FISH is a suitable taclmique ta characterize chromo- 
some aberrations (marker chomosomes, unbalanced trmslocatkn, duplications), 
especially when GTG-banding alone offers no solution. Also, loss off chromosomal 
material can be visualized and breakpoints can be detem~ined more precisely. As only 
a few copies of chromosome @art)s under study have to be available for 
rnierodissectican, micro-FISH is also suitable when only few mitotic divisions ase 
available as is frequently the case in tumor material. 
De humane cyrogenetica houdt zich b e ~ i g  met het onderzoek van chromosomen van de 
mens op microscopisch niveau. Tijdens de celdeling of mitose, is het DNA aanwezig 
in de vorm van individueel te ondemcheiden chromo5omen. Na behandeling met het 
enzym trypsine en kleuring met de kleurstof Giemsa vertonen clrrsmosomen een z.g. 
GTC-banderiïugspaW~m. Per haploide set clramosomen kunnen zo 250-5543 bandera 
van elkaar onderscheiden worden. Dit Ibmdeaingspa@aoni is karakteristiek voor elk 
eliromosoornpaar en stelt ans in staat a h i j k a l d e  chromosomen op te sporen. 
Chromosnornale &%ijkingen kunnen numeriek zijn (dus meer of minder d m  her 
nonndle aantal van 46) of smchtreel. Bij de structurele afwijkingen kan m sprake zijn 
van verlies van een deel van het chromosoom (deletie) of van verdubbeling van een 
chromosoomdeel (duplicatie). Verder kan een deel van her chramosoom omgekeerd 
binnen een chrornosoorn aanwezig zijn (inversiie). Ook kunnen delen van 
~hrornosomen onderling uitgewasseld zijn (translocatie). 
Gedurende de afgelopen 11 5 jlaar is fluorescente in sifu hybridisatie (F1SW) een steeds 
belangrijkere rol gaan spelen in het chromosomen ondemoek van db: mens. Deze 
technrck kan infomatie verschaffen over het aanwezig zijn en de expressie van 
specifieke DNA sequenties in delende en niet-delende cellen. Bij FTSW wordt een 
probe (een klein DNA deeltje) gemerkt met een reporter molekniul. Deze probe wordt 
gebracht op cellulair DNA waarbij de probe bindt aan de complementaire sequentie in 
dat DNA (hybridisatie). Vervolgens wordt een antilichaam (met daaraan gekoppeld 
een fluorescerende wtoq gericht tegen het reporter molehul  gebruikt om de plaats van 
de probe op het DNA zichtbaar Ite maken. Met behulp van een fluorescentie 
mieroscoop is de lokalisatie van de probe op het cellulair DNA te zien als een 
fluorescerend signaal. 
Ondanks de beschikbaarheid van deze technieken zi.jn er echter nog steeds 
chromosomale afwijkingen: die niet (volledig) gekarakteriseerd kunnen worden. 
Hiervoor is de afgelopen jaren micro-FISH ontwikkeld. Microdissectie gecombineerd 
imct fliioresccnte Ir? sifu hybridisatie (micro-FISH) is een techniek waarbij een vierzal 
verschillende stappen zijn ie or-rderschelden: (1 3 dissectie van een (deel van een) 
chromosoom m.b.v. een zeer dunne glazen naald, (2) vermeerdering van het 
gcdicsecteerdc chromosomale materiaal met behulp van de pollyrncrase ketting reactie, 
(3)  inbouwen van een reporter rnolekuul in dat chromosomaal DNA, en tenslotte (4) 
hybridisatie van het gesynthetiseerde DNA op een normale metafase en detectie. Het 
resulraalt van deze procedure i s  dat er in de metafase een fluorescentie signaal zichtbaar 
is op hen chromosoom waarvan hei gedissecteerde materiaal afkomstig is. Als er dus 
een stukje chmmosoom van onbekende herkomst wordt gedissecteerd kan men na 
niicro-FlSEJ aan de hand van het fluorescentie signaal op een ofmeer ch.ramosomen in 
een az-ielafase bepalen van: welk cP~romosoom dit materiaal oorspronkelijk afkomstig 
was. In hoofdstuk II van dit proefschrifi is de ontwikkeling wan micro-FlSH beschre- 
ven, alsinede de stand van zaken op dit moment. Verder wordt gerapporteerd over de 
toepassing van micro-FISH in moleculair genetisch en klinisch cytogenetisch onder- 
zoek. In hoofdstuk 2 wordt een eenvoudige maar efficiente methode beschreven voor 
inicrodissectbe en DNA amplificatie, In hoofdstuk 3 wordt micro-FTSH gebruikt om de 
herkomst van een drietal marker chromosomen te bepalen, waarbig de 
onderzoeksresultaten zijn bevestigd n-iet chromosoom-specifieke pairlts. In hoofdshlk 4 
is de karakterisering van een complexe claronrosaorn translocarie bescEreven, FISH 
m a  chromosoom-specifieke paints toende aan diat blij deze chromosomale a%ijkirig 
ten minste 4 b r e a u n t e n  aanwezig waren; met micro-FIS14 werd een 5de breukpunt 
aangetoond dat vervolgens met band-specifieke probes verder werd genrialyseerd. 
Moofdstwk 5 beschrijft hoe met micro-F'ESH de positie van een deletie iri een ckorno- 
soiorn en dus ook de breukpunten Ininnen worden bepaald. Voorts werd aangetaorzd dat 
ook microdeleties zichtbaar kunnelli worden gernaakx slls de gegenereerde probe wordt 
gehybridiseerd op high-resolution ckomosomen. Jni hoofdshk 6 is een deletie die met 
micro-FISH werd aangetoond, met band specifieke probes nader in kaai-t. gebracht. Dit 
gaf vervolgens de mogelijkheid de klinische kenmerken vm het patiEn'rjie in kwestie te 
vergeluken met in de literatuur beschreven patienten. Een inai-achramasomale duplica- 
tie wordt in hoofdstuk 7 gekarakteriseerd, waarna een beschrij,ving volgt van andere 
patignten uit de literatuur met een dergelijke duplicatie. Hoofdshak 8 bevat een 
algemeen overzicht met conclusies en onlwikhcelingen in de nabije toekomst. 
En de klinische cytagenet~ica is micro-FISH een geschikte techniek om chrornosoniiale 
alwijkingen (marker chromosomen, ongebalaniceerde translocaties, duplicaties) te 
karakteriseren, vooral als de klassieke GTG-bandering te kort schiet. Ook kan inct 
deze techniek verlies van chromosomaal materiaal worden aangetoond en kunnen 
breukpunten nader worden bepaald. Met feit dat sllechts een klein aantal afwijkende 
choromosomen beschikbaar hoeft te zijn voor microdissectie, maakt dat deze techniek 
ook bruikbaar is als er maar geringe hoeveelheden cellen beschikbaar zijn, hetgeen 
regelmatig het geval is bij materiaal afkomstig van tumoren. 
